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华重楼内生菌抗菌肽的分离纯化及其特性

程媛媛，雍彬，张超，刘强，严伟，王一丁!

（四川师范大学生命科学学院，成都 21##2$）

摘要：【目的】华重楼内生菌 M3F!&具有较强的抗菌活性，本文将对 M3F!&产生的抗菌物质进行分离纯化和
性质分析报道。【方法】M3F!& 发酵液经硫酸铵盐析、丙酮沉淀、/C)6<ICNOA& 柱、PF&- 纤维素柱和
/C)6<ICNO-&凝胶柱纯化分离得到抗菌肽 M3ME1。【结果】稳定性测试表明该抗菌肽对蛋白酶不敏感，对高温、
强酸、强碱有较好的耐受性，可造成稻瘟病菌菌丝畸形并抑制孢子萌发。抑菌谱表明该抗菌肽对玉米弯孢

病菌等真菌和大肠杆菌等细菌有较强的抑菌效果。质谱测得其分子量为 1#&$L’。氨基酸组成分析表明该
小肽主要由 A种氨基酸组成。茚三铜反应呈阴性，酸水解后，茚三酮反应和双缩尿反应呈阳性。【结论】根据
茚三酮反应和双缩尿反应结果推测 M3ME1可能为低分子量的环状小肽。这是首次关于华重楼内生菌抗菌肽
的研究报道。
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重楼是一类极具药用价值的植物，化学成分复

杂，药理活性强。临床应用广，具有清热解毒、消肿

止痛、凉肝定惊、止血、祛痰和抑菌等功效。但由于

重楼自然繁殖率很低，生长周期长以及市场需求的

不断扩大，导致重楼资源匮乏，供需矛盾突出。

药用植物内生菌的研究表明，其内生菌不但可

以自身合成药物活性成分，还具有促进宿主植物合

成活性成分的能力。例如 /7+C*,C 从短叶红豆杉
（.$/01 )’23&4*&$）中分离得到能合成抗癌物质紫杉醇
的内生真菌（.$/(56"21 $-7’2$-$2）［1］，江东福等在内
生菌和龙血树血竭形成关系的研究中，发现内生菌

对龙血树血竭形成具有很强的促进作用［-］。

目前，国内学者主要着重于滇重楼的繁殖技术、

提取工艺和化学成分的研究［’ % &］，现已从重楼属植

物中分离出 &# 多种化合物，主要成分为皂甙［2］，但
对华重楼尤其是其内生菌的研究较少。在重楼的驯

化和组织培养没有取得突破性进展的情况下，利用

重楼内生菌寻找新型可再生替代资源成为解决重楼

资源短缺、确保重楼药材供应、保护重楼野生资源和

保障名贵中成药质量的一条新途径。-##& 年赵明
等筛选出产甾体皂甙的华重楼内生菌［A % "］，尚没有

关于华重楼内生菌抗菌肽的研究报道。本实验前期

工作中从华重楼根状茎中分离出一株具有较强抗菌

活性的细菌 M3F!&，本文将对该菌产生的抗菌肽
M3ME1的分离纯化及特性的研究做报道。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 供试菌种：华重楼内生菌 8$’&1 9(*69:6**$
Q<* > ":&-2-1&1 M3F!&由本实验室分离得到。病原指
示菌：稻瘟病菌 86’&"0*$’&$ (’6;$2 3<Q、松赤枯病菌
821#$*(#&(91&1 40-2’2$、玉米纹枯病菌 <:&;("#(-&$ 1(*$-&



!"#$、玉米弯孢病菌 !"#$"%&#’& %"(&)&（%$&’）()*+、
小麦赤霉病菌 *"+&#’", -#&,’(.&#", ,-#.、绿色木霉
/#’0123.#,& $’#’3.、油菜病核菌 40%.#2)’(’& +0%.#2)’2#",、
镰刀霉菌 *"+&#’", /01、冬瓜枯萎病菌 *"+&#’",
256+72#",、苹果轮纹病菌 816+&%2+72#& 7’#’02%&、绿色粘
帚霉 9%’20%&3’", $’#’.(+、球 孢 白 僵 菌 :.&"$.#’&
;&++’&(&、大肠杆菌 <+01.#’01’& 02%’、金黄色葡萄球菌
4)&716%20200"+ &"#."+、枯草芽孢杆菌 :&0’%%"+ +";)’%’+、
白色念珠菌 !&(3’3& &%;’0&(+，由本实验室保存。
!"!"# 培养基：马铃薯培养基（土豆 233 4，葡萄糖
56 4，水 5333 78，自然 09），牛肉膏蛋白胨培养基
（牛肉膏 53 4，蛋白胨 53 4，:$;& < 4，水 5333 78，
09 =>2）
!"!"$ 主要试剂与仪器：?@<2 纤维素（%#$A7$B），
,*0#$+*CD=<（E7*F/#$7 (G)/-G*B-*/），,*0#$+*C D2<
（H#$F7$-G$），蛋白酶 !（E7F*/-)），高速冷冻离心机
（(*-’7$B），E!IE 0"FGJG*F533层析系统（D@），紫外分
光光度仪 KLM5=33（,#G7$+N"），傅里叶变换红外光谱
仪 :*C"/O=3（:G-)&*A），质谱仪 (G)IPQR（(F"’*F），氨基
酸分析仪 8M6633（9GA$-#G），显微镜（:G’)B）。
!"# 粗提液的制备
将 H;@S<接种于发酵培养基 S6 T =2 #，U=V摇

床培养，发酵液离心后除菌体（S633 W 4，U3 7GB），上
清液采用硫酸铵沉淀法，分别制备 U3X T S3X、S3X
T <3X、<3X T O3X、O3X T =3X、=3X T 63X盐析
液，SV静止过夜。离心弃上清（5Y233 W 4，53 7GB），
沉淀物用适量磷酸缓冲液（53 77)&Z8 :$29HPSM
:$92HPS，09=>2）充分溶解，取溶解液加入 2 倍的
[ 23V丙酮，[ 23V静置 2 T U #，离心去杂质（5Y233
W 4，53 7GB），上清液经过旋转蒸发除去丙酮，透析
冷冻干燥浓缩后得到粗提液。采用管碟法［53］检测

抑菌圈大小，确定最佳硫酸铵饱和度。

!"$ 抗菌肽的分离纯化
!"$"! ,*0#$+*CD=< 层析：将预处理的 ,*0#$+*CD=<
用 53 77)&Z8 :$;&（IFG/M9;&缓冲液，096><）平衡装
柱（53 77 W =33 77），取粗提液上样，用 533 77)&Z8
:$;&（IFG/M9;&缓冲液（096><）洗脱，流速为 3>< 78Z7GB，
同时在 25< B7、2S< B7、263 B7处检测收集活性组分，
冷冻浓缩后供进一步纯化。

!"$"# ?@E@<2 纤维素层析：将预处理的 ?@E@<2
纤维素用 533 77)&Z8 :$;&（IFG/M9;&缓冲液，096><）
平衡装柱（53 77 W 233 77），取以上活性组分上样，
用 533 T O33 77)&Z8 :$;&（IFG/M9;& 缓冲液，096><）
梯度洗脱，流速为 3>< 78Z7GB，在 25< B7处检测收

集活性组分，冷冻浓缩后供进一步纯化。

!"$"$ ,*0#$+*CD2< 层析：操作同 5>U>5，流速为
3>2 78Z7GB，在 25< B7处检测并收集活性组分，冷冻
干燥备用。

!"% 抗菌肽稳定性的测定
!"%"! 热稳定性：将样品分别进行 533V沸水浴
U3 7GB、55<V、525V高压蒸气灭菌锅处理 23 7GB后，
以玉米弯孢霉菌作为指示菌检测抑菌活性。以未处理

的样品为对照，将对照的抑菌活性定为 533X。
!"%"# 09稳定性：直接调节样品的 09值（09值分
别为 U>3、U><、S>3⋯⋯55>3），静置过夜，以玉米弯孢
霉菌作为指示菌检测抑菌活性。以未经酸碱处理的

样品为对照，将对照的抑菌活性定为 533X。
!"%"$ 蛋白酶稳定性：U=V水溶条件下，用反应浓
度均为 5 74Z78蛋白酶 !和胰蛋白酶处理样品 2 T
U #，以玉米弯孢霉菌作为指示菌检测抑菌活性。
以未加酶处理的样品为对照，将对照的抑菌活性定

为 533X。
!"& 抑菌活性的测定
采用滤纸片扩散法［55］测试内生菌对细菌的抑

制作用，26V培养 52 # T S6 #观察是否有抑菌圈出
现。采用生长速率法［52］，每隔 2S #测试样品对病害
真菌的抑制率，直至真菌长满对照平板。菌丝生长

抑制率 \（对照菌落直径M处理菌落直径）Z（对照菌
落直径M <）W 533X
!"’ 抗菌肽的特性分析
样品的紫外吸收采用日本岛津紫外分光光度计

KLM5=33紫外扫描。官能团检测采用傅里叶变换红
外光谱方法进行红外光谱测定。分子量测定采用质

谱仪测定。样品经酸水解后采用氨基酸自动分析仪

检测氨基酸组成。茚三酮反应实验比较酸水解处理

前后茚三酮显色结果。

!"( 抗菌肽对真菌菌丝和孢子的影响
采用平板对峙法［5U］，待牛津杯周围形成抑菌圈时镜

检观察比较正常生长的菌丝和抑菌圈边缘处的菌丝。

# 结果

#"! )*)+!的分离纯化
#"!"! 粗提液的提取：通过对 H;@S<发酵液不同硫
酸铵浓度处理和抑菌能力测定，结果发现当硫酸铵

饱和度在 U3X以下时抑菌活性较小，在 <3X T =3X
时抑菌效果最强，当浓度大于 =3X时抑菌效果增强
不明显，所以粗提液制备采用硫酸铵浓度为 <3X T
=3X。经过丙酮处理后得到浅黄色粗提液。
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!"#"! !"#$%&"’()* 层析和 +,-,*. 纤维素层析：
!"#$%&"’()*层析和 +,-,*.纤维素层析后得到 /个
洗脱峰，用玉米弯孢病菌为指示菌进行检测，第 0和
第 /个峰有很强的抑菌活性，而第 1和第 .个峰没
有发现抑菌活性。收集活性组分（图 12-），冷冻浓
缩后低温保存。

!"#"$ !"#$%&"’(.* 层析：!"#$%&"’(.* 层析后得到
.个洗脱峰，用玉米弯孢病菌为指示菌进行检测，第
1个峰有很强的抑菌活性，而第 . 个峰没有发现抑
菌活性。收集活性峰（图 123），冷冻干燥后得到样
品 45421 为白色粉末。1 6 细菌发酵液可得到
1 78 45421纯品。

图 ! %&%’#的抑制效果
9:8;. <$" "==">? @= 45421 %8%:AB?（-）!"#$"%&#’& %"(&)&（C%DE;）3@"&，（3）*+#’,"%&#’& -#+.&/ 5%F，（5）01’.-,)-(’& 2-%&(’

GH$%，（+）3"2&#’"4 5#&4’(/&#"4 !>$I;

图 # %&%’#的层析图谱
9:8; 1 5$J@7%?@8J%7 @= 45421K -：+,*. >"DDHD@B" >@DH7A；3：!"#$%&"’

(.* >@DH7A;

!"! %&%’#的稳定性
!"!"# 45421 对温度的敏感性：样品经 1LLM沸水
浴 0L 7:A，11*M、1.1M高压蒸气灭菌锅处理 .L 7:A
后，抑菌活性保持在 N*O以上，表明 45421具有很好
的热稳定性。

!"!"! 45421对 #P的敏感性：在不同酸碱度下的
抑菌活性表明，#P值在 *K* Q 1LK*范围内时样品均
有抗菌活性；最适 #P范围是 )K* Q RK*，抑菌活性保
持在 NLO以上；当 #P S /KL 或 #P T 11KL 时抑菌活
性不明显。

!"!"$ 45421对蛋白酶的敏感性：样品经蛋白酶 G
和胰蛋白酶处理后，抑菌活性仍保持在 NLO以上，
说明 45421对蛋白酶 G和胰蛋白酶具有很好的耐受
性。

!"$ 抑菌谱
45421对多种病害菌都有抑制作用。对玉米弯

孢病菌和稻瘟病菌抑菌效果最强，抑菌率达到了

N*K*O和 N0K*O；对绿色木霉、玉米纹枯病菌、和松
赤枯病菌、镰刀霉菌也有较好的的抑制效果，抑制率

达到 RLO以上；对其他菌株也有较好的抑制效果
（图 .）。说明 45421对病原菌的抑制作用具有广谱
性（表 1）。
!"( %&%’#的性质
!"("# 紫外光谱分析：对抗菌肽 45421进行紫外扫
描，发现最大吸收峰位于 .1L A7左右，在 .*L A7 Q
.RL A7附近有稍弱的吸收峰，与肽键（.1* A7）的最
大吸收峰相符合。（图 02-）
!"("! 官能团分析：红外光谱分析结果：谱图的基
团特征吸收峰显示有 5 U V（1W*.>7X 1）、2YP（1**)
>7X 1、00.1 Q 0.R* >7X 1）、2VP（1L0N >7X 1、00.1 Q
0.R* >7X 1 ）、52P（ .NW/ >7X 1，.N.* >7X 1，.R/N
>7X 1）、25P.（1/WL >7X 1）（图 023）。

!"("$ 分子量分析：由质谱分析图谱可判断 45421
的分子量为 1L*RK0 +（图 025）。
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表 ! "#"$!对病害菌的抑菌活性
!"#$% & !’% "()*+*,-.#*"$ ",)*/*)*%0 .1 2324&

5*,-..-6"(*0+
7()*+*,-.#*"$
",)*/*)8!

9(’*#*)*.(
-")%:;

<=(6*
!"#$%&’%(#) *%+)(# >=’" ? ? ? @ABC
,-*).#-/ 0.)/#(1).-/ D,’E ? ? ? @FBG
2-.3-+).#) +-()’)（H"$IJ）K.%L ? ? ? ? AGBG
41*’)+%’#%5*#* 6-(1.1) ? ? ? @FBC
47.#&-+).#) %.7$)1 3"/ ? ? ? ? ACBG
8.#&"%91./) 3#.#91 ? ? ? @CBC
:&+1.%’#(#) *&+1.%’#%.-/ ? ? ? @@BG
,-*).#-/ 0MJ ? ? ? @FBC
,-*).#-/ %;7*5%.-/ ? ? NGBC
4"7*)+%*5%.) 5#.#&%+) ? ? NOBG
<+#%&+)9#-/ 3#.#1(* ? ? NABG
=1)-31.#) >)**#)() ? ? @&BC
2)(9#9) )+>#&)(* =(L%)%+*(%L

K",)%-*"
?*&"1.#&"#) &%+# ? =(L%)%+*(%L
:’)5"7+%&%&&-* )-.1-* ? =(L%)%+*(%L
=)&#++-* *->’#+#* ? =(L%)%+*(%L

! !’% "()*+*,-.#*"$ ",)*/*)8 *0 %PM-%00%L #8 )’% L*"+%)%- .1 *(’*#*)*.( Q.(%，
?：C R G++，? ?：G R &S++，? ? ?：&S R &G++，? ? ? ?：&G R OS++

%&’&’ 氨基酸组成分析：氨基酸分析结果表明，2324
&主要含有 N种氨基酸，氨基酸残基数为 A。其中极
性氨基酸（D%-、!8-、T$=、70M）相对含量为 F&BFU;，与

2324&易溶于水、极性强的特征相符合（表 O）。

表 % "#"$!的氨基酸组成
!"#$% O 7+*(. ",*L ,.+M.(%() .1 2324&

7+*(. ",*L0 3.()%():+.$; V.J .1 -%0*L=%0
T$8 &CBC& &B@@（O）
W%= &&BNF SBAG（&）
2-. @BF SBNA（&）
D%- &UBU &BUG（&）
!8- &SBGN SBF&（&）
70M &CBUG &BSN（&）
T$= OCBOO &B FN（O）

%&’&( 茚三酮反应性测试：2324&茚三酮反应呈阴
性，说明它无自由 V4端。酸水解后，茚三酮反应和
双缩尿反应呈阳性，故推测它可能为环肽。

%&( "#"$!对真菌菌丝和孢子的影响
2324&对稻瘟病菌丝和孢子的生长有强烈的抑

制作用。抑菌平板抑菌圈边缘处的菌落稀薄，而其

他部位菌丝生长旺盛。镜检观察到抑菌圈边缘处的

菌丝成串珠状、分枝增多、聚集成丛枝状，有的生长

菌丝的顶端畸形，孢子仅有少数萌发；而正常菌丝分

枝少，间节长，菌丝光滑、均匀，孢子轮廓清晰，数目

较多（图 U）。

图 ) "#"$!的性质分析图
<*6JC 3’"-",)%- "("$80*0 .1 23XUGJ 7：YZ 0M%,)-=+；K：9[ 0M%,)-=+；3：5D M-.1*$% J

) 讨论

自从 &ANU 年瑞典科学家 K.+"(等人从诱导的
眉纹天蚕蛾（ :)/#) &7(’"#)）蛹中发现抗菌肽以
来［&U］，人们又在细菌、真菌、两栖类、哺乳动物、植物

和人类中相继发现并分离得到了抗菌肽。这些小肽

有许多共同特征：分子量很小；基本都是环状结构；

含有一些特殊氨基酸，能耐受高温和蛋白酶的作用

等。本实验从华重楼内生菌中分离出的抗菌肽

2324&热稳定性好，且对蛋白酶 >和胰蛋白酶都有
较好的耐受性，这可能与它的分子量小和环状结构

有关。

由于 2324& 分子量较小，序列较短，所以 D\D4
27TX分离时分辨率低，效果不理想，最终采用质谱
分析测得 2324&分子量为 &SG@BC\。本实验没有采
用高效液相色谱做样品的纯度检测，但由于质谱仪
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图 ! "#"$%对水稻稻瘟病菌菌丝形态的影响
!"#$% &’’()* +’ ,-,./ +0 *1( 123145 6+731+5+#2 +’ !"#$%& ’(#$( )#"*(+

-48$ 9：:+7645 123145 6+731+5+#2；;：9<0+645 123145 6+731+5+#2$

对样品的纯度要求很高，质谱测量的精度可达千分

之一 =，所以可以肯定该抗菌肽纯度达到一定的要
求，所得的分子量是准确的。

氨基酸组成分析表明 ,-,./主要含有 >种氨基
酸，是否含有特殊的氨基酸还需进一步验证。氨基

酸测试时，还含有少量其他的氨基酸占 %?@AB，可
能是由于收集时误差引起的，但它们的含量微小，不

影响氨基酸残基数。

在已报道的芽孢杆菌抗菌多肽类抗生素中，多

数抑菌谱窄，大多数不能同时既抗细菌又抗真

菌［/C D /@］，本文报道的抗菌肽 ,-,./ 抑菌谱广、活性
强，对许多危害严重丝状真菌、细菌都表现出很强的

抗菌活性，对深入研究和开发利用重楼资源提供了

一定的理论依据，同时对华重楼新的生产途径及药

用植物的保护具有十分重要的经济及生态效益，在

农业或医药业中具有重要的应用潜力。,-,./的抑
菌机理还有待进一步研究。
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